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論文内容の要旨
リソゾームにおける代表的なアスパラギン酸プロテアーゼであるカテプシン D は、中枢神経系に豊富に存在するも
のの、その役割については不明な点が多L 、。 1995年 Saftig らがカテプシン D遺伝子欠損マウス(以下 CD一/ーマウ
ス)を作製し、発育遅滞、リンパ球の減少、小腸領域の壊死を伴い、日齢26 ::t 1 日で死亡することを報告したが、他
の臓器については異常が認められないとした。そこで本研究では同酵素の中枢神経系での機能を探るため、 CD一/ー
マウスの中枢神経系の解析を行った。
【方法ならびに成績】
CD-jーマウスはドイツゲッテインゲン大学の von Figura 教授より譲り受けた。同マウスの行動を詳細に観察し
た結果、上記性質に加え生後20日頃より低成長に加えて体幹の震え・尾の硬直・歩行異常などの神経症状を有するこ
とが明らかとなった。海馬のスライス標本を作製し細胞外電位を測定したところ CD-jーマウスの CA3領域を源と
する自発的な burst discharge が出現することが分かった。さらに光に対する反応性に之しいことより視覚異常の存
在も示唆された。
終末期の CD-jーマウスと対照群(以下 CD+j一マウス)の間での中枢神経の肉眼レベルでの差異は見出されな
かった。次に CD-jーマウスの終末期より得た中枢組織を光学顕微鏡により観察したところ大脳皮質・海馬・視床・
小脳・脊髄・網膜のいずれの部位の神経細胞にも細胞質に頼粒状の封入体が蓄積しているのが観察された。このこと
より、中枢組織全体の神経細胞が変化を受けていることが示唆された。また、終末期の同マウスの網膜は厚さが対照
群の半分にまで萎縮しており、光受容体の消失・外頼粒層の薄層化が顕著であった。外頼粒層では生後 9 日より典型
的なアポトーシスに陥った細胞が出現し、日齢と共にその数も増加することが薄層化の原因であることが明らかとなっ
た。
次にこの細胞内封入体の本態を探るため終末期の大脳皮質や海馬をはじめ様々な領域の神経細胞を電子顕微鏡にて
観察した。神経細胞の細胞質にはオートファジー小体やリソゾーム様構造物が過剰に蓄積した像が観察された。神経
細胞内の同構造物の数は少ないが出生直後から認められ、日齢とともに増加することが分かった。リソゾーム様構造
物は自家蛍光を有し、神経病理学的には、 GORD (granular osmiophilic deposits)、あるいは FP (fingerprin t 
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profile) と言われる形態を示した。これは CD-j一マウス脳の神経細胞にセロイドリポフスチンが蓄積することを
示唆するものであるo 近年の研究からセロイドリポフスチンの主要な構成物質はミトコンドリア内膜のFIFoATPase
のサプユニット c てあることから、同物質の局在を免疫組織細胞化学的に解析した。その結果対照群のパラフィン切
片では免疫反応性が全く認められなかったのに対し、 CD-j一マウスの神経細胞中に頼粒状の強い免疫陽性反応が
見られた。凍結超薄切片を用いた免疫電顕により、同欠損マウスの神経細胞内の電子密度が高くカテプシン B 陽性の
リソゾームにサプユニット c が局在することが明らかとなった。脳組織の抽出物のウエスタンプロットにより、生後
20日以後欠損マウス脳にサプユニット c が有意に上昇することが分かった。また、サプユニット c の蓄積は脳組織ば
かりでなく肝、腎、心組織の細胞にも陽性であった。サプユニット c の分解に必須とされるリソゾーム酵素
tripeptidyl peptidase 1 の中枢組織における活性と蛋白濃度を検討したところ、 CD-j一マウス脳では対照群に比べ
て有意に高いことが分かった。
【総括】
Saftig らは同マウスの解析よリカテプシン Dが非特異的な蛋白分解にとって必ずしも必須ではなく、むしろ生理
活性分子のプロセシングに必須であると結論付けたが、本研究における一連の解析により同酵素が早期より中枢神経
組織における蛋白分解系において必須であることが明らかとなった。更にカテプシン Dが tripeptidyl peptidase 1 と
ともにサプユニット c の分解に直接関与すること、網膜光受容体の生存維持に必須であることが示唆され、 CD-jー
マウスに認められる所見はリソゾーム病の一種である神経性セロイド様リポフスチン蓄積症 (NCLsjBatten 病)と
全く同じ症状を呈することが明らかとなった。
論文審査の結果の要旨
カテプシン D はリソゾームの代表的な蛋白分解酵素であり、中枢神経系に豊富に存在することが知られていたが、
その役割は良く分かっていなし、。 1995年に報告されたカテプシン D欠損マウスの解析結果では、免疫系と消化管の異
常が指摘されたのみで、他の臓器では別の酵素がカテプシン Dの働きを補っていると推測された。本研究は、中枢神
経系での同酵素の役割について、カテプシン D欠損マウスを用いて検討を加えたものである。
同マウスを詳細に観察することにより、生後20目前後より体幹の震えなどの神経症状が認められ、電気生理学的に
も海馬 CA3に由来するてんかん波の存在が確認された。詳細な形態学的解析の結果、網膜光受容体の消失、神経細
胞体へのオートファゴソームやセロイドリポフスチンの蓄積が明らかとなった。セロイドリポフスチンの構成成分で
あるミトコンドリアの ATP synthase の subunit c のリソゾームへの蓄積も認められた。以上は小児の代表的な神
経変成疾患である神経性セロイドリポフスチン蓄積症 (NCLsjBatten 病)に見い出される特徴と一致していた。ま
た、生化学的解析によリ subunit c の代謝には、これまで知られていたリソゾーム酵素 tripeptidy1 peptidase 1 のみ
ならずカテプシン D も必須であることが明らかとなった。
本研究は、カテプシン Dが中枢神経系のバルクタンパク質分解において必須であることを m VIVO で初めて指摘し
た。同酵素の欠損が小児の代表的な神経変成疾患である神経性セロイドリポフスチン蓄積症と同様の病態を呈し、カ
テプシン D欠損マウスが同疾患のモデルマウスとして利用できることを示しているo
本研究は、中枢神経系におけるリソゾームのもつ役割を考える上で新たな視点を提供するものと評価でき、学位論
文として十分な価値があると認められる。
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